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OZET

ANADOLU MANDASI DISKILARINDAN ENTEREKOK TURLERININ
iZOLASYONU VE ANTIiBiYOTIiK DIRENCLILiGININ TESPITi

Amag: Enterokoklar normal sindirim sistemi florasinda bulunmakla birlikte, 6zellikle
Enterococcus faecalis ve E. faecium gibi tiirlerin, insan ve ¢ok sayida hayvan tiiriinde
bazi 6nemli enfeksiyonlara yol actiklart belirlenmistir. Mandalarin diger hayvanlarda
oldugu gibi baz1 hastaliklarin duyarli hayvan popiilasyonlarina ve insanlara

bulastirilmasinda rol oynadiklar1 ortaya konulmustur.

Materyal ve Metot: Bu calismada Samsun ili ve ilgelerinde yetistiriciligi yapilan
Anadolu Mandalarma ait 1000 diski 6rnegi Enterokok tiirleri yoniinden incelendi.
Orneklerden Enterokok tiirlerinin izolasyonu igin selektif zenginlestirme standart

kultirel metodu kullanildi.

Bulgular: Diski o6rneklerinin 100’tinden (%10) E. faecalis, 92’sinden (%9,2) E.
faecium, 48’inden (%4,8) E. hirae ve 32’sinden (%3,2) da E. durans olmak iizere,
toplam 272 (%27,2) Enterokok izole ve identifiye edildi. Izole edilen suslar vankomisin
ve teikoplanine %2,9, trimetofrin-siilfamethaksole %3,7, ampisiline %5,1, penisiline
%7,4, sefoperazone %8,8, basitrasine %15,4, streptomisine %19,9, amikasin ve
gentamisine %20,6, tetrasikline %26,5 ve eritromisine %33,8 oraninda direngli bulundu.

Sonug: izole edilen 272 Enterokok susunun 126’sinda (%46,3) iki ve daha fazla
antibiyotige direng tespit edilmesi, ¢cogul antibiyotik direngliligi a¢isindan dnemli olarak
degerlendirildi. Bu arastirma ile bdlgemizde ilk kez Anadolu Mandalarindan saglanan
disk1 6rnekleri Enterokok tiirleri acisindan incelendi. Yiiksek lisans tez ¢aligsmasi olarak
yiirlitiilen arastirmadan elde edilen verilerin, yoremizde yapilacak benzer calismalara

kaynak teskil edebilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci; Anadolu mandasi; Digki; Enterokok

Sezen AK, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz-2017



ABSTRACT

ISOLATION OF ENTEROCOCCI SPECIES FROM ANATOLIAN
BUFFALOES AND DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCES

Aim:Although enterococci found in the normal gastrointestinal flora, especially species
such as Enterococcus faecalis and E. faecium, led to some important infections in
people and a large number of animals. Buffaloes as in other animals have been
demonstrated to play a role in certain diseases transmitted to susceptible animals and

human populations.

Material and Method: In this study, 1000 fecal samples collected from Anatolian
Buffaloes in breeding Samsun and around were examined for Enterococcus species.
Selective enrichment standard cultural methods were used for isolation of Enterococcus

species from samples.

Results:In total 272 (27.2%) Enterococcus including 100 (10%) E. faecalis, 92 (9.2%)
E. faecium, 48 (4.8%) E. hirae and 32 (3.2%) E. durans were isolated and identified
from fecal samples. The isolated strains were found to be resistance to vancomycin and
teicoplanin 2.9%, trimethoprim+sulfamethoxazole 3.7%, ampicillin 5.1%, penicillin
7.4%, cefoperazone 8.8%, bacitracin 15.4%, streptomycin 19.9%, amicasin and
gentamicin 20.6%, tetracycline 26.5% and erythromycin 33.8%.

Conclusion:Of 272 Enterococcus strains in 126 (46.3%) detecting resistance to two or
more antibiotics was considered significant in terms of multiple antibiotic resistance.
Fecal samples obtained from Anatolian Buffaloes were examined first time in our
region respect to Enterococcus species. We concluded that the data obtained research
carried out at the master thesis study can constitute a resource to similar studies in our

region.

Keywords: Anatolian buffaloes; Antibiotic resistance; enterococci; feces

Sezen AK, Master Thesis

Ondokuz Mayis University - Samsun, July-2017
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1.GIRIS

Enterokoklar gida endiistrisinde starter kiiltiir olarak da kullanilan 6nemli bir
bakteri grubunu olusturmaktadir (Giraffa, 2003). Enterokok cinsi igerisinde 20’den fazla
tiir bulunmaktadir. Pek ¢ogu probiyotik olarak kullanilabilecek kadar zararsiz bakteriler
olmakla birlikte bazilar1 ciddi hastaliklara neden olabilmektedir (Moreno ve ark., 2006).
Enterokok tiirleri ¢evresel sartlara dayanikliligi ile ¢evresel kontaminant bakterilerin
basinda gelmektedir. Diski ile kontamine ¢ig veya az 1sisal islem gormiis gidalarin
tilketilmesi sonucu sindirim sistemi enfeksiyonlar1 goriilmektedir (Fisher ve Philips,
2009). Ayrica pek ¢ok Enterokok tiirii sahip oldugu cesitli viriilens faktorleri ve
antibiyotiklere direnclilik karakterleri agisindan insanlardaki hastane enfeksiyonlarinin
baslica etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sun ve ark.,2012; Sharifi ve ark., 2013).
Enterokoklar normal sindirim sistemi florasinda bulunmakla birlikte, 6zellikle
Enterococcus faecalis ve E. faecium gibi tiirlerin, insan ve ¢ok sayida hayvan tiiriinde
baz1 6nemli enfeksiyonlara yol agtiklart ortaya konulmustur. Bazi Enterokok tiirlerinin

zoonotik 6neme sahip oldugu belirlenmistir (Olsen ve ark. 2012).

Manda (Bubalus bubalis), et, siit ve ¢eki hayvami olarak diinya ¢apinda,
ozellikle belirli iilkelerde yaygin olarak, yetistirilen bir hayvandir. Evcil ve yabani
formlardan koken alan mandalarin yaklasik 74 irki bulunmaktadir. Bu wrklar kabaca,
bataklik ve nehir (irmak) mandalari olarak ikiye ayrilmaktadir. Bataklik mandalar1 yiik
hayvani olarak kullanilirken, nehir mandalar1 et ve siit yonlii yetistirilmektedir.
Tiirkiye’deki mandalar, nehir mandalarinin bir alt grubu olan Akdeniz mandalarindan
koken almakta ve Anadolu mandasi olarak isimlendirilmektedir. Diinya ¢apinda son
verilere gore yaklasik 194 milyon manda bulunmaktadir. Ulkemizde 90.000 civarinda
manda yetistirildigi, Samsun ilinde ise yaklagitk 18. 000 manda bulundugu
bildirilmektedir (Cetinkaya ve ark., 2012; Giirler, 2012).

Bu ¢alisma, Samsun ili ve il¢elerinde halk elinde yogun olarak yetistiriciligi
yapilmakta olan Anadolu Mandalarima ait diski orneklerinde Enterokok tiirlerinin
belirlenmesi amaciyla gerceklestirildi. Enterokok tiirlerinin manda popiilasyonlarinda
siklig1, yaygmhigi ve dagilimi arastirildi. Izolatlarin farkli tiirden antibiyotik gruplarina

olan direnglilik/duyarlilik 6zellikleri ortaya konuldu.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enterokoklarm Genel Ozellikleri: Enterokok cinsine ait
mikroorganizmalar ilk olarak streptokoklar icerisinde ‘“fekal orijinli streptokoklar”
olarak gruplandirilmistir. Enterokok terimi, ilk kez Thiercelin tarafindan Fransa’da
yayimlanan bir makalede “insan gaitasinda kisa zincirler veya ciftler halinde goriilen
bakterileri” tanimlamak i¢in kullanilmistir. pH: 9.6°da, 10-45°C’de ve %6,5 NaCl’lii
ortamlarda iireyebilen ve 60°C’de yarim saat canliligini siirdiirebilen streptokoklar i¢in
“Enterokokal grup” terimini kullanmigtir. Sonraki ¢alismalarla S. avium eklenmistir.
Enterokokal streptokoklar i¢in bir cins olusturulmasi, hiicresel dizilim ve fenotipik
ozelliklerine gore S. faecalis ve S. faecium’ un Enterococcus olarak isimlendirilmesi
Onerilmistir. Bu Oneri fazla dikkate alinmamis ve uzun bir siire Enterokoklar, Lancefiel
siiflamasina gore serolojik olarak Grup D Streptokoklar olarak Streptococcus cinsi
icerisinde kalmistir. Zaman i¢inde yapilan yeni calismalarla, S. faecalis ve S. faecium
tirlerinin diger streptokoklardan farkli olduklar1 ve bunlarin Streptococcus cinsinden
ayrilip Enterococcus adi altinda cinsi olarak tanimlanmasi gerektigi gosterilmistir.
DNA-DNA reasosiyasyon calismalari, 16S rRNA dizi analizi ve total hiicre protein
profil analizi ile enterokoklarin yeni bir cins olduklar1 ortaya konulmustur. Bu
yontemler kullanilarak yapilan c¢aligmalarda enterokok cinsi igerisinde en az 34 tiir

bulundugu saptanmistir (Tablo 1, Whitman ve ark., 2012).

Tablo 1. Enterokok cinsi igerisindeki tiirler

Enferococcus aguimarinus
Enterococcus asini
Enterococcns avinm
Enterococcus caccae
Enterococcus canintestini
Enterococcus canis
Enterococcus casseliflavis
Enterococcus cecorum
Enterococcus columbae
Enterococcns devriesei
Enterococcns dispar

Enterococcus durans

Enterococcus faecalis
Enterococcus faecinm
Enterococcus gallinorum
Enterococcus gilvis
Enferococcns haemoperoxidus
Enterococcus hermanniensis
Enteracoccns hirae
Enterococcus ftalicns
Enterococcns malodoraius
Enterococcns moraviensis

Enterococcus mundrii

Enferococcns pallens
Enterococcus phoeniculicola
Enterococcus psendoavinm
Enterococcus raffinosus
Enferococcus ratfi
Enterococcns saccharolyticus
Enterococcus silesiacus
Enferococcns sulfurens
Enterococcus fermifis
Enterococcns thailandicus

Enterococcus villorum



2.2. Enterokoklarin Etiyolojik Ozellikleri

2.2.1. Mikroskopik karakterleri: Enterokoklar Gram pozitif, kok
morfolojisinde, 0,5-1 pum ¢apinda, tek tek, diplokoklar veya kisa zincirler seklinde
goriilebilen, yuvarlak, oval veya kokobasil seklindeki bakterilerdir. Kat1 besiyerinde
tiretilen bakteriler kok veya kokobasiller seklinde goriiliirken, sivi besiyerlerinde
tiretilen enterokoklarin daha uzun zincirler olusturduklart gozlenir. Anilin boyalarla
kolay boyanirlar ve Gram pozitiftirler (Sekil 1). E. gallinarum ve E. casseliflavus harig,

¢ogu hareketsizdir (Whitman ve ark., 2012).

Sekil 1. Enterokoklarin mikroskopik goriiniimleri (Gram pozitif kok)

2.2.2. Ureme ozellikleri ve fizyolojik Kkarakterleri: Enterokoklar
Enterococcaceae familyasinda, Enterococcus cinsi igerisinde fakiiltatif anaerob
mikroorganizmalardir. Optimal iireme 1silar1 35°C (10-45°C), optimal iireme pH’larida
72 £+ 0.2 dir. Koyun kanli agarda 24 saatlik inkiibasyonda, 1-2 mm capta,
streptokoklardan daha biiyiik, kabarik, gribeyaz renkli S tipi koloniler olustururlar. E.
faecalis’lerin 1/3’{i tavsan, insan ve at kani i¢eren agarda B-hemoliz olusturabilir ancak
koyun kanli agarda hemoliz yapmazlar (Fisher ve Phillips, 2009). Ancak bazi E. durans
tiirleri biitiin kanl agarlarda B-hemoliz olustururlar. Diger tiirlerin tamami genellikle a-
hemolitik veya nonhemolitiktir. a-hemolitik gorlinen suslar gercekte peroksit iireten

nonhemolitik suslardir. Besiyerindeki yesil renk a-toksin iiretimi ile degil, eritrositlerde



peroksitin etkisi ile olusmaktadir. E. casseliflavus, E. gilvus, E. mundtii, E. pallens ve E.
sulfureus kanli agarda sar1 pigment olusturur. Yiiksek 1sinin yani sira yiiksek oranda tuz
ve safra tuzlarmi tolere ederler ve %6,5 NaCl ile %40 safra tuzu varliginda tiremeye
devam ederler. Eskulini hidrolize eder, bile-esculine (BE) agarda rahatlikla iirerler. E.
cecorum, E. columbae, E. pallens ve E. saccharolyticus hari¢ pek ¢ok enterokok tiirii,
pyrolidonyl arylamidase (PYRase) iireterek pyrolydonil b-naftilamid’e (PYR)’i
hidrolize ederler. Biitiin suslarda leucine aminopeptidase (LAPase) aktivitesi goriiliir ve
leucine B-naphthylamide’i hidrolize ederler. Gram negatif bakterileri de igeren karisik
orneklerden izole edilmeleri i¢in selektif besiyeri olarak azid igeren safra-eskulin azid
agar veya enterococosel agar, columbia kolistin nalidiksik asit agar (CNA) veya fenil
etil alkol agar (PEA) kullanilabilir. Selektif besiyerlerinin igerdikleri kimyasal
maddelere bagli olarak koloni rengi degisebilir. Ornegin bile eskulin azid agar gibi
eskulin igeren agarda koloniler siyah halo ile ¢evrelenmis, gri-beyaz koloniler olarak
goriilebilirken; tetrazolium tuzlari1 igeren agarda kolonilerin ortasinda tugla kirmizisi

renk olusur (Doming ve ark., 2003).
2.2.3. Hiicre duvar yapisi ve antijenik o6zellikleri

Enterokoklarin hiicre duvarmin ii¢ bileseni peptidoglikan, teikoik asit ve
polisakkaritlerdir. Hiicre duvarinin %40’1 peptidoglikandan olusur, geri kalan kisim ise
ramnoz iceren polisakkarit ve ribitol igeren teikoik asittir. Peptidoglikan polimerleri
glikan zincirler ve bunlara baglanmis kisa peptitler L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-
Ala’dan olusur. Komsu peptitler, pentapeptid yan zincirler ile ¢apraz baglanirlar.
Peptidoglikan dis1 yardimci polimerlerin yapisal bilesimi kesin olarak bilinmemektedir

(Whitman ve ark., 2012).

Lancefield’in serolojik tiplendirmesinde; streptokoklarin ¢ogunun, baskin olan
hiicre duvart karbonhidratlarma gore siniflanmasina karsin, enterokoklarin yer aldig:
“D” grubunda serolojik tiplendirme lipoteikoik asitlerin (LTA) antijenik 6zelliklerine
gore yapilir. Gruba 6zelligini veren “D” antijeni, gliserol iinitelerine baglanmis yiiksek
oranda glukoz igeren poligliserolfosfatin teikoik asit polimeridir. LTA’in lipit kismi1 1-
kojibiosyl digliseriddir. Bu glikolipit membranin bir pargast olarak bulunur.
Streptokokal grup-D antijenleri enterokok tiirleri ile S. bovis kompleks, Leuconostoc,
Pediococcus ve Vagococcus’larda bulunmaktadir (Sekil 2) (Fisher ve Phillips, 2009).
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Sekil 2. E. faecalis hiicre duvarindaki polimerlerin sematik goriiniimi

2.2.4. Smiflama ve identifikasyon: Enterococcus cinsinin kabuliinden sonra,
streptokoklardan ayrilan enterokoklar igerisine E. faecalis ve E. faecium tiirleri dahil
edilmisken, giintimiizde enterococcus cinsinde en az 34 farkl tiir tanimlanmistir (Tablo
1). Fenotipik farkliliklarin yanmi sira 16S rRNA gen dizi analizi yontemi ile yapilan
katalaz negatif Gram pozitif kok cinslerinin filogenetik analizi sonuglarina gore
enterokoklar, streptokoklar ve laktokoklar’dan ¢ok Vagococcus, Tetragenococcus ve
Carnobacterium cinsleri ile daha yakin iliskili bulunmustur. Onceleri, katalaz negatif,
Gram pozitif koklardan; BE besiyerinde iireyebilen, PYR ve LAP testi pozitif olan,
%6,5 NaCl‘ii ve 45°C’yi tolere eden suslar enterokok olarak tanimlanmustir.
Enterokoklar bu smiflandirma ile kendilerine ¢ok benzerlik gosteren Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus ve Vagococcus’dan sadece BE reaksiyonu ve %6,5 NaCl
iceren besiyerinde lireme yetenekleri ile ayirt edilebilmis, ancak siklikla hatali sonuglar
alinarak simiflandirmada yanlisliklar yapilmigtir. Diger taraftan enterokoklarin %80’inde
tespit edilebilen Grup-D antijeninin de taksonomi i¢in yetersiz oldugu goriilmiistiir.
Ayrica Pediococcus, Leuconostoc ve bazi Vagococcus’larda grup-D antijeni
tasiyabilmektedir. Diger yandan GenProbe tarafindan iiretilen AccuProbe Enterococcus
genetik prob, enterokokal rRNA segmentine komplementerdir ve enterokok

tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Ancak Vagococcus’lar da bu prob ile reaksiyon



verebilmektedir (Fisher ve Phillips, 2009). Enterokoklar mannitol, sorbitol ve sorboz

iceren besiyerlerinde asit olusturmalarina ve arginini hidrolize etmelerine gore bes

gruba ayrilirlar (Tablo 2, Sekil 3).

Tablo 2. Enterokok tiirlerinin fenotipik 6zellikleri
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LAP: lézin aminopeptidaz; PYR: pirelidonil arilamidaz ; ADH: arginin dihidrolaz ; HIP: hipurat hidrolizi; GLU: glukez; MINTL: manniiol;
S50RB:sothoz; ARB: arabinoez; SBTL:sorhitel; RAF: raffinez; SUK: sulmwoz; PRV: pirwvat; MPG: metil-alfa-D-glulwopirazonit; D: degisken

Grup 1: E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. pseudoavium, E.

saccharolyticus, E. pallens, E. gilvus’dan olusur. Bu tiirler mannitol, sorbitol ve sorboz

stv1 besiyerinde asit olusturur, ancak arginini hidrolize etmezler.

Grup 2: E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. haemoperoxidus, E.

mundtii ve E. gallinarum’dan olusur. Bu gruptaki tiirler arginini hidrolize ederler,




mannitollii s1v1 besiyerinde asit olustururlar, sorbozdan asit olugturmazlar ve sorbitollii

stv1 besiyerinde degisken reaksiyon verirler.

Grup 3: E. villorum, E. dispar, E. durans, E. hirae, E. ratti ve E. faecalis ile E.
faecium’un mannitol negatif varyantlar1 bu grubu olusturur. Bu gruptaki tiirler D
antijeni icermez, arginini hidrolize ederler, fakat mannitol, sorboz ve sorbitol i¢ceren sivi

besiyerlerinin higbirisinde asit olusturmazlar.

Grup 4: E. sulfurens, E. asini, E. phoeniculicola ve E. cecorum bu grupta
bulunmaktadir. Bu gruptaki tiirler mannitol ve sorboz igeren sivi besiyerlerinde asit
olusturmaz ve arginini hidrolize etmezler. Sorbitol iceren sivi besiyerinde ise E.

cecorum asit olustururken, E. sulfureus asit olusturmaz.

Grup 5: E. columbae, E. canis, E. moraviensis bu grupta bulunur. Bu gruptaki
tirler arginini hidrolize etmezler, mannitollii sivi besiyerinde asit olustururlar,

sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitollii s1v1 besiyerinde degisken reaksiyon verirler.
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Sekil 3. Enterokok tiirlerinin identifikasyon semasi



2.2.5. Genetik bilgi transferi: E. faecalis ve E. faecium suslarinda, virulans
genleri veya ilag direnci ile ilgili genetik bilgi transferinde rol oynayan, ¢cok sayida
plazmid, transpozon, patojenite adasi, integre plazmid geni ve faj bolgesi ile olduk¢a

fazla sayida insersiyon dizileri, plazmid ve transpozon bulunmustur (Céleri ve Cokmiis,

2008).

Enterokoklarda rolling circle replicating plazmid (RCR), Inc18 plazmid ve
feromon-responsi ve plazmid olmak {izere ii¢ siif plazmid tamimlanmistir. RCR ve
Inc18 plazmidleri pek ¢ok cinste replike olabilirken, feromon-responsive plazmid
replikasyonu sadece enterokoklarla ozellikle de E. faecalis ile smrlidir. Plazmidi
bulunmayan alic1 suglar ekstraseliiler feromon sentezleyerek, verici hiicre dis yilizeyinde
agregasyon faktor (AF) denilen proteindz maddenin olusumunu saglar. AF alici
hiicrenin yiizeyine baglanir ve alici ile verici hiicrenin yakinlagsmasi sonucu plazmid
degisimi olusur. Feromon ile indiikklenmis transfer, plazmid geg¢isini 105-106 kat

arttirmaktadir (Tendolkar ve ark., 2004).

Enterokoklar ayrica konjugatif transpozonlar ile de genetik bilgi degisimi
yapabilir. Bunun i¢in hiicre temas1 gereklidir. Transpozonlar siklikla tetrasiklin,
eritromisin, gentamisin, kanamisin ve diger aminoglikozidler gibi antimikrobiyal
ilaglara direng genleri tasirlar. Konjugatif transpozon Tn916, E. faecalis’lerde tetrasiklin
direncini kodlarken; Tn1546 vankomisin direncini kodlayan VanA gen kiimesini,
Tn1547, Tn1549 ve Tn 5382 VanB operonunu, Tn5281 yiiksek diizey gentamisin
direncinden sorumlu aac(6’) leaph(2’) la genini tagir. Transpozonlar ¢ok genis bir
konak spektrumuna sahip olup enterokoklarin yani sira streptokoklar, laktokoklar ve
diger Gram pozitif bakterilerde de bulunurlar. Konjugasyon ile iligkili belirli
molekiiller, enfeksiyon sirasinda immun modiilatoér rol oynayabildiginden patojeniteye
katkida bulunurlar (Bozdogan ve Leclercq, 1999). Gida kokenli bazi enterokoklarda
antibiyotik direngliliginin listeria gibi diger bakteriler transfer edilebilecegi

gosterilmistir (Jahan ve Holley, 2016)



2.2.6. Enterokoklarda antimikrobiyal diren¢ mekanizmalari

Enterokoklar, diger Gram pozitif bakterilerin duyarli oldugu birgok
antibiyotige kismen veya tamamen direngli oldugu i¢in, insan ve hayvanlardaki pek ¢ok

enterokok enfeksiyonunun tedavisi sorun olusturmaktadir.

Enterokoklar’da antibiyotiklere direng intrinsik (dogal-kromozomal) ve
ekstrinsik  (kazanilmig) diren¢ mekanizmast olmak tizere iki ana grupta

degerlendirilmektedir.
2.2.6.1. intrinsik direnc

Intrinsik direng tiire/cinse Ozgiidiir ve enterokok tiirlerinin tamaminda
kromozomal direnci ifade etmektedir. Ornegin enterokok tiirleri penisilinlere,
sefalosporinlere, linkozamidlere, trimetoprim-sulfametaksazol (SXT)’e,
aminoglikozidlere ~ (diisiik  diizeyde),  polimiksinlere, = monobaktamlara  ve
kuinupristin/dalfopristin’e kars1 kalitsal olarak direnglidir (Cetinkaya ve ark., 2000;
Lukasova ve Sustakova, 2003).

B-laktam direnci: Enterokoklar B-laktam antibiyotiklere karsi karakteristik
olarak  tolerans  gosterirler, yani tedavi dozunda minimum bakterisidal
konsantrasyon/minimum inhibitér konsantrasyon (MBK/MIK) oran1 1/32’nin
tizerindedir. Bu nedenle B-laktam antibiyotikler enterokoklara karsi bakterisidal degil,
bakteriyostatik etkilidir. Enterokoklarda dogal penisilin direnci, B-laktam antibiyotiklere
diisik baglanma afinitesi gosteren penisilin baglayan protein 5 (PBP-5) enziminin
varhigina baghdir. E. faecalis suslarinda penisilin MiK degeri streptokoklardan 10-100
kat daha yiiksektir. Diger taraftan E. faecium suslarinda penisilin direnci E. faecalis’e
oranla daha sik goriilmektedir. Enterokoklarda yar1 sentetik ve penisilinaza direngli -
laktam antibiyotiklere karsi dogal diren¢ oldukg¢a yiiksek oranda bulunmustur.
Ampisilin direnci E. faecium suslarinin %85-90’1nda, E. faecalis suslarinin ise %2-

3’tinde goriilmektedir (Lukasova ve Sustakova, 2003; Marothi ve ark., 2005).



Aminoglikozid direnci: Enterokoklarda goriilen diisiik diizeyde aminoglikozid
direnci, bu grup ilaglarin bakteri igerisine girisinin az olmasindan kaynaklanir.
Aminoglikozidler bakteri hiicre duvarindan enerji bagimli mekanizma ile gegtiklerinden
ve enterokoklarda sitokrom enzimleri olmadigindan gegirgenlik azalmaktadir. Ancak
aminoglikozid grubu ilaglar, hiicre duvari sentezini engelleyen p-laktam’lar gibi
antibiyotikler ile kombine edilirse zedelenen hiicre duvarindan daha kolay

gececeklerinden sinerjistik etki olusacak ve MIK degerleri onemli dlgiide diisecektir

(Klare ve ark., 2003; Lukasova ve Sustakova, 2003).

Diger antibiyotiklere diren¢: Enterokoklar linkozamid grubu antibiyotiklere
kars1 da diisiik diizeyde direng gosterirler. Ayrica enterokoklarin eksojen folati kullanma
yetenekleri oldugundan SXT’ye de interensek olarak direnglidirler. invitro sartlarda
duyarli goriilseler de, invivo sartlarda etkisizdirler. E. faecalis intrinsik olarak
kuinupristin/dalfopristin’de  direnglidir. E. gallinarum, E. casseliflavus ve E.
flavescens’te intirinsik olarak vankomisine diisiik diizeyde direng gosterirler (Cetinkaya

ve ark., 2000; Lukasova ve Sustakova, 2003).
2.2.6.2. Ekstrinsik diren¢

Kazanilmis diren¢ genellikle DNA mutasyonlar1 veya transpozon, plazmid
veya patojenite adalar1 gibi yeni bir DNA segmentinin genoma transferi sonucu gelisir.
En sik goriilen mekanizma konjugasyondur (Lukasova ve Sustakova, 2003; Coler ve

Cékmils, 2008).

p-laktam direnci: pB-laktam direnci Enterokok cinsi bakterilerin tipik
ozelligidir. Enterokoklar iki ayr1 diren¢ mekanizmasi ile f-laktam antibiyotiklere direng
kazanir. Direncin major mekanizmasi, kromozomal olarak diisiik afiniteli PBP5
miktarinin artmasi sonucu penisilinin hiicre igine girisinin azalmasidir. Penisilin direnci,
enterokoklarda bulunan PBP5 miktar1 ile dogru orantilidir ve siklikla E. faecium
suslarinda goriiliir. PBPS sentez yetene§inin kaybinin, penisiline oldukc¢a direngli
suslarin hiper duyarli olmasina neden oldugu gosterilmistir (Lukasova ve Sustakova,

2003; Marothi ve ark., 2005).
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B-laktam grubu antibiyotiklere kars1 direncin diger mekanizmasi ise B-laktamaz
tiretimidir. B-laktamaz iireten enterokoklar nadir olarak izole edilmektedir. B-laktamaz
iireten ilk sus 1981 yilinda Murray ve arkadaslar1 tarafindan ABD’de tanimlanmistir. -
laktamazlarin ¢ogu yiiksek diizeyde gentamisin diren¢ genini de tagiyan bir plazmid
tizerinde kodlanmistir. Enterokoklardaki B-laktamazlar penisillin, ampisilin, piperasilin
ve diger Tlreidopenisillinleri hidrolize eder; penisilinaza direngli penisillinleri,
sefalosporinleri ve imipenemi etkilemez. Stafilokoklardan farkli olarak, enterokoklarda
B-laktamaz tiretimi konstitiif, diisiik seviyede ve inokiiliim bagimlidir (Murray, 1998;

Lukasova ve Sustakova, 2003; Marothi ve ark., 2005).

Aminoglikozid direnci: Enterokoklarda aminoglikozidlere karsi direng iki

farkli mekanizma ile ortaya ¢ikmaktadir.

a. Ilmli seviyede diren¢ (MIK= 62-500 pg/ml): Genellikle diisiik
permeabiliteden dolayr gelisir. Aminoglikozidlerin hiicre duvari sentezini inhibe eden -
laktam grubu antibiyotiklerle kombine edilerek kullanimi ile bu tip direng¢ problemi

asilabilir.

b. Yiksek seviyede diren¢ (MIK>2000 pg/ml): Aminoglikozidlerin
ribozomdaki baglanma bdlgelerindeki degisiklik sonucu veya aminoglikozidleri

inaktive eden enzimlerin sentezi sonucu olusur.

Yiiksek diizeyli dirence yol acan bu iki yoldan aminoglikozid modifiye eden
enzim Uretimi en sik goriilen direng mekanizmasidir. Bu enzimler ile iligkili genle
plazmid veya transpozonda yerlesmis olup, asetil transferaz, adeniltransferaz ve

fosfotransferaz olmak iizere {i¢ tip enzim kodlarlar (Murray, 1998).

Enterokoklarda gentamisin ve streptomisine kars1 direng farkli mekanizmalarla
olustugundan, duyarlilik testlerinde bu ajanlarin ikisinin de kullanilmasi Snemlidir.
Streptomisin hari¢ diger aminoglikozidlere yiiksek seviyede direngten yaygin olarak
bifonksiyonel enzim olan 6’Asetil transferaz-2’’fosfotransferaz -AAC(6’)-APH(2’’)-
sorumludur. Bu enzim, gentamisin, tobramisin, netilmisin, amikasin ve kanamisine
diren¢ olusumunu saglar. Bu yiizden gentamisin direnci, streptomisin hari¢ diger

aminoglikozidlere olan direncin iyi bir gostergesidir. Streptomisin direnci ise ribozomal
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mutasyonlar veya Adenil transferaz sentezlenmesi sonucu olugmaktadir ve bu suslar
gentamisine duyarli kalmaktadir. Penisilin-aminoglikozid sinerjisi, streptomisin’in MIK
degerinin 2000 pg/ml, gentamisin’in MIK degerinin 500 pg/ml veya daha yiiksek
oldugu yiiksek seviyede aminoglikozid direnci olan enterokoklarda ortaya

¢ikmamaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000).

Kloramfenikol direnci: Enterokoklarin %20-42’si kloramfenikole direnglidir
ve direngten sorumlu esas mekanizma, plazmid lizerinde “cat” geni ile kodlanan

kloramfenikol asetil transferaz iiretimidir. Ayrica efluks mekanizmasi da direngte rol

alabilir (Murray, 1998).

Tetrasiklin direnci: Direngten sorumlu tetM, tetQ ve tetN, tetL gibi ¢cok sayida
gen tanimlanmistir. tetL geni bir plazmid de tasimir. Bu genler efluks sistemini
kodlayabildigi gibi ribozomal kaynakli dirence de sebep olabilir. Tetrasiklinlerin hiicre
disina pompalanmasini saglayan gen, tetrasiklin ile temas sonucu indiiklenir. Tetrasiklin
direnci enterokoklarda konjugasyon yolu ile kazanilan direncin en tipik Ornegidir

(Murray, 1998).

Kinolon direnci: Direng gyrA (giraz) ve parC (topoizomeraz) genlerindeki
mutasyonlara bagli gelisir. Enterokokal suslarin ¢ogunlugu kinolonlara intermediate

duyarlilik veya direng gosterir (Klare ve ark., 2003; Frye ve Jackson, 2013).

MLSB (Makrolid, Linkozamid ve B tipi StreptoGramin) direnci: Genellikle
23S rRNA’nin metilasyonundan sorumlu ermB geni ile iligkilidir ve metilasyon sonucu
eritromisin ribozomlara baglanamaz. ermB geni Tn917 transpozonu ile ¢esitli
plazmidler lizerinde taginabilmektedir. Ayrica asetil transferaz veya efluks mekanizmasi

sonucu da olusabilir (Smith ve ark., 2005; Lopez ve ark., 2010).

Oksazolidinon direnci: Coklu ilag direnci gosteren enterokoklar ile olusan
enfeksiyonlarda oksazolidinon grubu antibiyotik olan linezolid iyi bir secenektir. Ancak
2002 yilinda linezolid direng bildirilmistir ve bu direngten 23S rRNA V domainindeki
mutasyonlar (G-2576-T) sorumlu tutulmaktadir (Klare ve ark., 2003; Lukasova ve
Sustakova, 2003; Wolter ve ark., 2005; Raponi ve ark., 2010).
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Glikopeptit direnci: Enterokoklarda vankomisin ve teikoplanin en ¢ok
kullanilan glikopeptitlerdir. Enterokoklarda, normal sartlar altinda, peptidoglikan
sentezinde, iki molekiil D-Alanin bir ligaz enzimi ile baglanir ve “D-Ala-D-Ala” y1
olusturur. Daha sonra UDP-N-asetil muramil tripeptide eklenerek UDP-N-asetil
muramil pentapeptit meydana getirir. Bu peptid olusmaya baslayan peptidoglikana
baglanir, kros baglarin olusumunu saglar ve peptidoglikan tabakanin giiciine katkida
bulunur. Vankomisin pentapeptit prekiirsér tnitinin D-Ala-D-Ala kismina yiiksek
affinite ile baglanir ve peptidoglikan zincire baglanmasini bloke ederek kros baglarin
olusumunu o6nler. Ancak peptidoglikan yan zincirine D-Ala-D-Ala yerine ligaz enzimi
ile D-Ala-D-Laktat veya D-Ala-D-Serinin sentezlenerek baglanmasi sonucunda,
vankomisinin buraya baglanma yetenegi azalir, hiicre duvari sentezi devam eder ve
sonu¢ olarak vankomisine karsi direng geligir. Direncin siniflandirilmasi Onceleri,
fenotipik olarak, MIK degerlerine gére yapilmistir. Giiniimiizde ise siniflandirma
spesifik ligaz genlerinin varlifina gore yapilmaktadir. VanA, VanB, VanD, VanM ve
VanG tipi direngte D-Ala-D-Laktat; VanC, VanL, VanN ve VanE tipi direngte ise D-
Ala-D-Serin sentezlenmektedir (Cetinkaya ve ark., 2000; Coleri ve Cokmiis, 2008).

2.2.7. Enterokok enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi

Pek ¢ok iilkede enterokok kokenli hastane enfeksiyonlart giincelligini
korumaktadir. Epidemiyolojik arastirmalar, enterokoklarin hastadan hastaya ve
hastaneler arasi yayilabilmesinde bakterilerin normal barsak florasinda bulunmasinin
baslica faktor oldugunu ortaya cikarmustir. Insan diskisindan izole edilen E. faecalis’in
hastane enfeksiyonlarinda %85-95 oraninda en yiiksek insidansa sahip tiir oldugu,
barsak florasinda ikinci siklikta ise E. faecium’un %5-10 oraninda izole edildigi tespit
edilmistir (Cetinkaya ve ark., 2000; Zirakzadeh ve Patel, 2006).

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere karst degisik mekanizmalarla direng
gelistirmeleri ve genetik olarak direncli suslarin ortaya ¢ikmasi, yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesini  zorunlu kilmistir. Hayvanlarda kullanilan antibiyotiklerin etki
spektrumlari, farmakolojik 6zellikleri ve etki mekanizmalart insanlarda kullanilanlarla

benzerlik gosterebilmektedir (Lemcke ve Biilte, 2000; Emborg ve ark., 2003; Hayes ve
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ark., 2004). Antibiyotiklerin biiyiitme faktdrii olarak kullanimi hayvanlarda normal
florada bulunan bakterilerde direng gelisimine neden olmakta ve direncli olan bu
bakterilerin bir kismi da insanlar i¢in patojen olabilmektedir. Hayvanlardan
kaynaklanan enfeksiyon etkenleri oldukc¢a fazladir ve insanlarda enfeksiyon etkeni
ajanlarin yaklagik yarisinin hayvan rezervuari mevcuttur. Ayrica, yeni tanimlanan
enfeksiyonlarin yaklasik 3/4°1 zoonotik enfeksiyonlardir. Bunlarin da bir kismi besin

kaynakl1, bir kismi vektor kaynakli, bir kismi ise direkt temas yoluyla bulagsmaktadir.

Onemle iizerinde durulmasi gereken diger bir direng sorunu da enterokoklarda
vankomisin direncidir. Bu antibiyotik ile ayn1 gruptan olan avoparsinin biiyiitme faktorii
olarak hayvan yemlerinde kullanimi Enterococcus faecium izolatlarinda direncin ortaya
c¢ikmasina neden olmustur. Direngli enterokoklarin hayvanlardan insanlara gecisi

kanitlanmistir ve bu ajanlarin kullanildig: hayvanlar 6nemli rezervuar olusturmaktadir.

Ozellikle Vankomisin’in hastanelerde yaygin olarak kullanilmaya baslandig
1989 yilindan itibaren, Avrupa flkeleri ve ABD’den basta glikopeptid grubu
antibiyotikler olmak {izere beta-laktam ve aminoglikozid grubu antibiyotiklere kars
direncli ¢ok sayida klinik izolat ve vaka bildirimi yapilmis, VRE’lerin 6zellikle E.
faecium’un klonal seleksiyona ugrayarak hastane ortamina hakim oldugu, ya tek
baslarina veya stafilokoklarla birlikte hastane enfeksiyonlarindaki insidanslarini hizla

artirdiklari tespit edilmistir (Cetinkaya ve ark., 2000).

ABD’de avoparsinin hayvancilikta kullantmma Avrupa’nin aksine hicbir
zaman izin verilmemistir. VRE tagiyiciligina bakildiginda; avoparsinin kullanimina
bagli olarak ABD’de toplumda saglikli kisilerde neredeyse sifira yakinken, Avrupa’da
bu oran %28-33 arasinda degismektedir. Ancak hastanelerde saptanan VRE olgulari tam
tersine ABD’de olduk¢a yiiksek oranda saptanirken, Avrupa’da bu oran oldukca
diistiktiir. Bu farklilik ABD’de hastanelerde tedavi se¢enegi olarak ampisiline direncin
cok yliksek olmas1 nedeniyle vankomisin kullaniminin ¢ok fazla olmasi, Avrupa’da ise
ampisilin direncinin %33 civarinda ve hala bir tedavi secenegi olmasi nedeniyle

vankomisin kullaniminin diisiik diizeyde olmasina baglanmaktadir.

Avrupa Birligi’'ne aday bir iilke olarak Tiirkiye’de Avrupa Birligi’nin
antibiyotiklerin biiyilitme faktorii olarak kullanimi konusundaki yasaklama kararlarini

uygulamis ve 1997 yilindan itibaren bu ajanlarin kullanimini yasaklamistir.
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Antibiyotiklerin hayvancilikta biiylitme faktorii olarak kullaniminin yaninda tedavi ve
profilaktik amach kullanimi siirmektedir. Tarim ve Kdyisleri ile Saglik Bakanligi’nin
birlikte ¢ikardiklar1 “Tiirk gida kodeksi hayvansal kokenli gidalarda veteriner ilaglari
maksimum kalint1 limitleri tebligi” (Teblig no: 2002/30, Tarih 28.04.2004-24739) ile et,
siit, yumurta, bal gibi hayvansal kokenli tiim gidalarda bulunabilecek enfeksiyon
tedavisi/profilaktik amacl kullanilan antibiyotiklere ait farmakolojik aktif maddelerin
maksimum kalint1 limitleri yayinlanmistir. Ancak ne yazik ki bu konuda gerektigi
sekilde kontrol uygulamasi yapilamamaktadir. Ornegin; gelisme ddneminde
antibiyotikli yemle beslenen hayvanlarin kesimden yedi-on giin 6nce antibiyotiksiz
yeme gecme zorunlulugu vardir. Bu donemde enfekte olan hayvanlarin imhasi ve
enfekte hayvanlardan elde edilen iirlinlerin satisa sunulmamasi gerekmektedir. Meydana
gelebilecek maddi kaybi en aza indirmek icin antibiyotiksiz yem donemi kisa
tutulmakta ve kesim sonrasi yeterli diizeyde kalint1 kontrolii yapilamamaktadir. Yine
tavuk Ttretiminde kiimeslerde metre kareye diisen kilo miktar1 arttigi zaman,
antibiyotikli yemleme doneminde kiimesteki hayvanlar1 seyreltmek amaciyla erken
kesimler yapilmakta ve bu hayvanlardan elde edilen etler satisa sunulabilmektedir

(Basustaoglu, 2004).

2.3. Mandalarin Genel Ozellikleri: Manda (Bubalus bubalis), et, siit ve ceki
hayvani olarak diinya ¢apinda, 6zellikle belirli iilkelerde yaygin olarak, yetistirilen bir
hayvandir. Evcil ve yabani formlardan koken alan mandalarin yaklasik 74 ayr1 irka
bulunmaktadir. Bu 1rklar kabaca bataklik ve nehir (irmak) mandalar1 olarak ikiye
ayrilmaktadir. Bataklik mandalart yiik hayvani olarak kullanilirken, nehir mandalar1 et
ve siit yonlii yetistirilmektedir. Tiirkiye’deki mandalar, nehir mandalarinin bir alt grubu
olan Akdeniz mandalarindan koken almakta ve Anadolu mandasi olarak
isimlendirilmektedir. Diinya ¢apinda son verilere gore yaklasgik 194 milyon manda
bulunmaktadir. Ulkemizde 90.000 civarinda manda yetistirildigi, Samsun ilinde ise
yaklagik 18000 manda bulundugu bildirilmektedir (Giirler, 2012; Cetinkaya ve ark.,
2012).

Manda, diinya ¢apinda biiyiik bir ¢ogunlugu Asya kitasinda bulunan (%97.4),
baslica siit, et, deri ve is giiciinden yararlanmak amaciyla yetistirilen, Artiodactyla
takiminda, Bovidae ailesinde Bubalus sinifinda bir tiirdiir. Mandalar, Afrika yabani

mandas1  (Syncerus caffer) ve Asya mandast (Bubalus bubalis) olarak
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gruplandiriimaktadirlar. Ulkemizdeki mandalar Anadolu Mandas1 olarak bilinmektedir
(Sekil 4). Tirkiye’de manda yetistiriciligi; Karadeniz Bolgesinde sahil seridinde
Samsun ve Sinop’ta, i¢ kesimlerde ise Tokat, Corum ve Amasya’da; I¢ Anadolu
Bolgesinde Sivas ve Yozgat’ta; Ege Bolgesinde Afyon’da; Marmara Bdlgesinde
Istanbul’da; Dogu Anadolu Bélgesinde Mus’ta; Giineydogu Anadolu Bélgesinde

Diyarbakir’da yogunlagsmistir (Sariézkan, 2011).

Sekil 4. Anadolu Mandasi
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Diski Ornekleri: Caligmanin materyalini Samsun ilgelerinde yetistiriciligi
yapilan Anadolu Mandalarindan saglanan 1000 adet disk1 6rnegi olusturdu (Sekil 5). Bu

amagla alinan disgki sayilar1 ve merkezler Tablo 1’de sunuldu.

Vezirkoprii
140

\Salipazan

Sekil 5. Anadolu Mandasi digk1 6rneklerinin toplandig merkezler
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Tablo 3. Anadolu Mandasi digki drneklerinin toplandigi merkezler ve digki sayilari

Merkez Manda sayisi Almman diski sayisi
Bafra 6972 386
Vezirkoprii 2869 140
Alacam 1936 100
Carsamba 1857 80
Terme 1496 80
Ondokuz Mayis 1116 50
Kavak 428 30
Ladik 408 20
Asarcik 335 20
Salipazari 206 20
Tekkekoy 148 20
Yakakent 79 20
Atakum 62 10
Canik 42 10
[lkadim 20 10
Ayvacik 6 4
Toplam 17.980 1000
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3.2. Besiyerleri ve Test Kiti: Diski 6rneklerinde enterokok izolasyonu ve
identifikasyonu amactyla azide dextrose broth (ADB, Difco), bile esculine agar (BEA,
Difco), blood agar base (Oxoid), brain heart infusion broth (BHIB, Oxoid), triptic soy
agar (TSA, Oxoid) ve mueller-hinton agar (MHA, Oxoid) besiyerleri kullanildi. Besi
yerleri prospektiislerine uygun olarak hazirlandi. Ayrica silipheli kolonilerin L-
Pyrrolidonyl-B-Naphthylamide (PYR) aktivitelerinin belirlenmesinde PYR strip test Kiti
(Bioanalyse, Tiirkiye) kullanild1 (Sekil 6)

PYR sty
P
Ref: sTR,
o 00100

504225
50 Strips Expiry: 0612016

Sekil 6. PYR test kiti

3.3. Antibiyotik Diskleri: izole ve identifiye edilen suslarin antibiyotik
direnglilik/duyarlilik  durumlarmin tespit edilmesi amaciyla Difco ve Oxoid
firmalarindan saglanan vankomisin (VA, 30 ng), teikoplanin (TEI, 30 ng), ampisilin
(AM, 10 pg), amikasin (AN, 30 pg), basitrasin (B, 10 pg), eritromisin (E, 15 nug),
gentamisin (GM, 10 pg), kanamisin (K, 30 pg), penisillin (P, 10 pg), sefaperazon (CFP,
75 ng), streptomisin (S, 10 pg), tetrasiklin (TE, 30 pg), ve trimetofrin-siilfamethaksol
(SXT, 1.25 ve 23.75 pg) standart antibiotik diskleri kullanildi.
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3.4. Diski Orneklerinin Toplanmasi: Bu amagcla, mandalardan icerisinde
ADB bulunan steril digki toplama kaplarina alinan digki 6rnekleri kisa siirede ve soguk
zincirde, OMU Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuarina
ulastirildi.

3.5. Izolasyon ve Identifikasyon: Diski orneklerinden Enterokok tiirlerinin
selektif izolasyonu amaciyla digki Ornekleri transport ve on zenginlestirme ADB
igerisinde 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyondan sonra, bu besiyerinden bile esculin agar
(BEA)’a ekimler yapilarak ayni sartlarda inkiibasyona birakildi. Eskulin pozitif (siyah
renkli) kolonilerden (Sekil 7), Gram pozitif, PYR pozitif (Sekil 8), katalaz negatif, kok
morfolojisinde olanlar % 7 koyun kanl agara ekilerek saflastirildi. izole edilen suslar,
tiir tayini ve sonrasinda antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi i¢in % 10’luk BHI’de -
20 °C’de saklandi. Izolatlarin tiir diizeyinde identifikasyonu amaciyla %6.5 luk NaCl’de
tireme, %0.1 tetrazoliumda iireme, hareket, potasyum telliirit (%0.04) rediiksiyonu ve
arjinin hidrolizi ile arabinoz, arbutin, sorbitol, sorboz, sukroz, laktoz, mannitol, inulin,

raffinoz fermantasyon testleri konvansiyonel yontemlere gore yapild.

Sekil 7. Bile esculin agar’da enterokok kolonisi (siyah: eskiilin pozitif)
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Sekil 8. PYR testi sonucu

3.6. Antibiyotik Duyarhihk Testi (Antibiyogram): izole ve identifiye edilen
suglarin 12 farkli antibiyotige direnglilik/duyarlilik durumlarmin belirlenmesinde
Clinical and Laboratory Standards Institute tarafindan onerilen Standart disk diffiizyon
teknigi kullanildi (CLSI, 2011, Sekil 9). Bu amagla standart antibiyotik disklere
duyarliligr belirlenecek bakteri kiiltiiriinden birkag¢ koloni alinarak BHI broth tiiplerine
ekildi. Tiipler 5-6 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu takiben kiiltiiriin
bulanikligi, McFarland 0.5 standart bulanikligmma goére ayarlandi. Taze sivi
kiiltiirlerinden 100 pl alinarak MHA besiyerinin tiim yiizeyine ekim yapildi. Standart
antibiyotik diskler 120x120 mm’lik pleytlere pens yardimui ile yerlestirilerek besiyerleri
ile temas1 saglandi. Pleytler 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresinin sonunda olusan zon caplar1 Olciilerek standart degerlerle karsilastirilarak
yorumlandi. Boylece sonuglar duyarli (S), orta derecede duyarli (I) ve direngli (R)

olarak degerlendirildi.

Sekil 9. Standart antibiyotik disk difiizyon testi
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve Identifikasyon Sonuclari: izole edilen Enterokok tiirlerinin

disk1 orneklerinin saglandigr merkezlere goére dagilimi ve diski sayilar1 Tablo 2’de

sunuldu.
Tablo 4. Enterokok tiirlerinin izole edildigi merkezlere gore dagilimi
To Eo i B
Merkez Disk sayis1 % E\i é é\:’ _UC_J S\i -E é\i Toplam (%)

Bafra 386 20(5.2) 14(3.6) 12(3.1) 10(2.6) 56(14.5)
Vezirkopril 140 10(7.1) 8(5.7) 6(4.3) 4(2.9) 28(20)
Alagam 100 8(8) 10(10) 4(4) 4(4) 26(26)
Carsamba 80 10(12.5) 8(10) 4(5) 4(5) 26(26)
Terme 80 8(10) 10(12.5) 4(5) 2(2.5) 24(30)
Ondokuz Mayis 50 10(20) 8(16) 2(4) 4(8) 24(48)

Kavak 30 6(20) 8(26.7) 4(13.3) 2(6.7) 20(66.7)
Ladik 20 4(20) 4(20) 2(10) 2(10) 12(60)
Asarcik 20 4(20) 2(10) 2(10) - 8(40)
Salipazari 20 4(20) 4(20) 4(20) - 12(60)
Tekkekoy 20 4(20) 4(20) 2(10) - 10(50)
Yakakent 20 4(20) 4(20) 2(10) - 10(50)
Atakum 10 2(20) 2(20) - - 4(40)
Canik 10 2(20) 2(20) - - 4(40)
flkadim 10 2(20) 2(20) - - 4(40)
Ayvacik 4 2(50) 2(50) - - 4(100)

Toplam 1000 100(10) 92(9.2) 48(4.8) 32(3.2) 272 (27.2)
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4.2. Antibiyogram Testi Sonug¢lari: izole edilen Enterokok tiirlerinin 12 farkli

antibiyotige duyarhlik/direnglilik sonuglari

Tablo 3’de gosterildi.

[zole edilen

Enterokok tiirlerinde ¢ogul antibiyotik direncliligi degerlendirildiginde; 272 sustan

126’sinda (%46.3) iki ve daha fazla antibiyotige direng¢ tespit edildi. Test edilen 12

antibiyotikten 9’una 2, 8’ine 2, 7’sine 2, 5’ine 4, 4’iine 10, 3’tine 30 ve 2’sine de 76

izolatmn birlikte direncli oldugu goriildii. Izolatlarin ¢oklu antibiyotik direng patternleri

Tablo 4’de sunuldu.

Tablo 5. Enterokok tiirlerinin antibiyotik direng/duyarlilik patternleri

o2 e n

T g 2 ) g EQ

g3 2 7 = | s § g 5

Ui £ r w = u = F £

S@®) R(%) S(®) R(%) S(%) R() S(%) R(%) S@®) R (%)

Antibiyotik
1 VA 96(96) 4(4) 90(97.8) 2(2.2) 48(100)  0(0)  30(93.8) 2(6.2) 264(97.1)  8(2.9)
2 TEI 96(96) 4(4) 90(97.8) 2(22) 48(100)  0(0)  30(93.8) 2(6.2) 264(97.1)  8(2.9)
3 AM  90(90) 10(10) 92(100)  0(0)  46(95.8) 2(4.2) 30(93.8) 2(6.2) 258(94.9) 14(5.1)
4 AN 74(74) 26(26) 80(87)  12(13)  36(75)  12(25) 26(81.3) 6(18.7) 216(79.4) 56(20.6)
5 B 80(80) 20(20) 88(95.7) 4(4.3) 38(79.2) 10(20.8) 24(75)  8(25)  230(84.6) 42(15.4)
6 E  70(70) 30(30) 60(65.2) 32(34.8) 34(70.8) 14(29.2) 20(62.5) 12(37.5) 184(66.2) 88(33.8)
7 GM 76(76) 24(24) 78(84.8) 14(152) 38(79.2) 10(20.8) 24(75)  8(25)  216(79.4) 56(20.6)
8 P 84(84) 6(6) 84(91.3) 8(8.7) 44(91.7) 4(8.3) 28(875) 4(125) 252(92.6) 20(7.4)
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9 CFP
10 S
11 TE
12 SXT

98(98)  2(2)

74(74)  26(26)

70(70)  30(30)

98(98)  2(2)

86(93.5)

82(89.1)

76(82.6)

90(97.8)

6(6.5)

10(10.9)

16(17.4)

2(2.2)

42(87.5)

40(83.3)

32(66.7)

46(95.8)

6(12.

8(16.

5)

7)

16(33.3)

2(4.2)

22(68.8)

20(62.5)

22(68.8)

28(87.5)

10(31.2)

12(37.5)

10(31.2)

4(12.5)

248(91.2)  24(8.8)

218(80.1) 54(19.9)

200(73.5) 72(26.5)

262(96.3) 10(3.7)

Vankomisin (VA, 30 pg), Teikoplanin (TEi, 30 pg), Ampisilin (AM, 10 pg), Amikasin (AN, 30 pg),
Basitrasin (B, 10 pg), Eritromisin (E, 15 pg), Gentamisin (GM, 10 ug), Penisilin (P, 10 pg), Sefoperazon
(CFP, 75 ng), Streptomisin (S, 10 pg), Tetrasiklin (TE, 30 pg), Trimetofrin-Siilfamethaksol (SXT, 1.25 ve

23.75 pg)

Tablo 6. izole edilen Enterokok tiirlerinde belirlenen cogul antibiyotik direng patternleri

Antibiyotik

sayisi

Antibiyotik direnc fenotipi

E. faecalis
(n=100)

E. faecium

(n=92)

E. hirae

(n=48)

E. durans

(n=32)

Toplam
(n=272)

01 N o ©

VA-AM-B-E-GM-P-CFP-S-SXT
AM-AN-GM-P-CFP-S-TE-SXT

AN-B-E-GM-CFP-S-SXT
AM-AN-E-P-S
AN-B-GM-S-TE

AM-AN-E-GM
AN-B-GM-TE
AN-GM-S-TE

AN-E-GM-S
B-GM-P-TE

TEI-B-TE
AM-E-TE
AM-GM-S
AN-B-TE
AN-P-TE
AN-CFP-TE
AN-S-TE
B-E-GM
B-E-P
B-GM-TE

e

e

PR R RPRRPRPRRERERE
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B-S-TE 1 - - -
E-CFP-SXT

[EEN

[EEN

[EEN
1

VA-TEI
TEI-S
AM-AN
AN-E
AN-GM
AN-S
AN-TE
B-E
B-GM
B-S
E-GM
E-P

E-S
E-CFP
E-TE
GM-S
GM-TE
P-SXT
CFP-TE
S-TE

76

AR RARPNMNNMNRORNMNBEANNMNANENNNON
RPRPRPNRPRPRPRPNRPRPRPRPRPRPNRPRPREN
NFEPFNWONRPRPNRPRPRPRPRERNMNNONNNRRERE
PNNRPRPRRPRPNRRPRPRPRRPRPRPNRRRERE

(62
o

24 30 22 126

Toplam o o %6261 %625 96688 9646.3
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5. TARTISMA

Enterokoklar insan ve hayvan barsak florasinin bir parcasi olmalari, gida
sektoriinde bazi tiirlerin ¢ok gilivenli olmasa da kullaniliyor olmasina ragmen, zaman
zaman Onemli hastalik vakalarindan izole edilmektedirler. Enterokok tiirlerinin farkli
kaynaklardan izolasyonu ve karakterizasyonu amaciyla ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir
(Boynukara ve ark., 2002; Giilhan ve ark., 2006; Ciftci ve Diker, 2009; Ciftci ve ark.,
2009; Kojima ve ark., 2010; Giilhan ve ark., 2012). Ancak mandalarda enterokok

tiirlerinin belirlenmesine yonelik ¢alisma sayisi yetersizdir.

Yabani ve evcil mandalarda yapilan ¢alismalarda zoonoz karaktere de sahip
pek cok etkenin varligi ve yayginligi ortaya konulmustur. Abort yapmis mandalara ait
17 lenf nodiiliiniin 1’inde (%5.9) Brucella abortus (Fosgate ve ark., 2002), aborte fetiis
materyallerinde Leptospira spp. (Marianelli ve ark., 2007); barsak igeriklerinde
Mycobacterium avium subp. paratuberculosis (Dalto ve ark., 2012); manda diski
orneklerinde Yersinia pseudotuberculosis (Hum ve ark., 1997); Listeria monocytogenes
%4 (5/125, Chaudhari ve ark., 2004), E. coli %80 (20/25, Ahmadi ve ark., 2008), %55.6
(94/169, Nizza ve ark., 2010), %46 (23/50, Paul ve ark., 2010), %70.1 (220/314,
Borriello ve ark., 2012), %81.4 (35/43, Rehman ve ark., 2014), Shiga toksin iireten E.
coli (STEC) %27 (64/237, Vu-Khac ve Cornick, 2008), %6.6 (24/363, Mahanti ve ark.,
2013), %6.8 (26/363, Mahanti ve ark., 2014), E. coli 0157 %14.5, (42/289, Galiero ve
ark., 2005), %14.4 (25/174, islam ve ark., 2008), %3.8 (1/26, Yaghobzadeh ve ark.,
2011), %18.6 (8/43, Rahimi, 2012), %88.6 (31/35, Katakweba ve ark., 2014), %59.4
(19/32, Naag ve ark., 2015); E. coli O157:H7 %3.7 (11/300, Seker ve Yardimci 2008);
Mycobacterium bovis %17 (6/36, Jha ve ark., 2007); Salmonella %16.3 (49/300), E. coli
%15.3 (46/300) (Khan ve ark., 2009), Cohnella cellosilytica sp. nov., (Khianngam ve
ark., 2012), Arcobacter cryaerophilus %56.7 (17/30), A. skirrowii %6.7 (2/30), A.
butzleri %3.3 (1/30) (Piva ve ark., 2013); burun svaplarinda L. monocytogenes %?2.4
(3/125, Chaudhari ve ark., 2004); S. epidermidis %48.8 (39/80), S. aureus %33.8
(27/80), Mannhemia haemolytica %25 (20/80), E. coli %16.2 (13/80), P. multocida
%17.5 (14/80), Neisseria spp. %15 (12/80), Bacillus spp. %13.8 (11/80), Micrococcus
luteus %12.5 (10/80), Morexella bovis %11.2 (9/80), Arcanobacterium pyogenes %7.5
(6/80), C. bovis %5 (4/80) (Seker ve Yardimci, 2010); akciger oOrneklerinde
Mannheimia haemolytica (Karimkhani ve ark., 2011) % 5.5 (6/110); idrar 6rneklerinde
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E. coli %16.1 (5/31), Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa ve S. epidermidis %9.7
(3/31), S. citrus, Klebsiella spp., ve A. faecalis %3.2 (1/31) (Kushwaha ve ark., 2012);
pneumonik manda yavrularinda Pasteurella multocida %12.8 (29/226), S. pyogenes
%8.8 (20/226), Klebsiella pneumoniae ve P. aeruginosa %7 (16/229), A. pyogenes
%5.8 (13/229), S. pneumoniae %5.3 (12/229), E. coli %4. (9/229), S. aureus %2.2
(5/229) (Enany ve ark., 2012); manda siitlerinde Campylobacter hyointestinalis %4.1
(8/196), C. jejuni %3.1 (6/196), C. fetus ssp. fetus ve C. concisus % 0.5 (1/196),
Arcobacter butzleri %11.2 (22/196), A. cryaerophilus %7.1 (14/196) (Serraino ve ark.,
2012); Helicobacter pylori (Rahimi ve Kheirabadi, 2012) %23.4 (15/64);
Staphylococcus aureus %33.3 (40/120), S. intermedius %17.5 (21/120) (Pamuk ve ark.,
2012); Listeria innocua ve L. seeligeri %5.9 (2/34, Rahimi ve ark., 2014); A.
cryaerophilus %33.3 (8/24), A. cibarius %20.8 (5/24), A. butzleri %12.5 (3/24), A.
skirrowii ve A. cloacae %8.3 (2/24), A. nitrofigilis ve A. bivalviorum %4.2 (1/24)
(Yesilmen ve ark., 2014); mastitisli siit 6rneklerinde Streptococcus agalactia %7 (6/86),
Corynebacterium pyogenes ve K. pneumoniae %5.8 (5/102), C. bovis %4.7 (4/86),
Pseudomonas aeruginosa %3.5 (3/86) (Das ve Joseph, 2005), S. aureus %18.3
(51/279), S. epidermidis %7.2 (20/279), S. intermedius %3.6 (10/279), S. hyicus %1.8
(5/279) (El Seedy ve ark., 2012); S. aureus %48.6 (34/70), Micrococcus luteus %15.7
(11/70), Streptococcus dysgalactia %11.4 (8/70), E. coli %10 (7/70), S. uberis ve
Pruteus vulgaris %4.3 (3/70), Bacillus cereus %2.9 (2/70), P. aeruginosa ve Citrobacter
spp. %1.4 (1/70) (Baloch ve ark., 2011); E. coli O157:H7 (Lye ve ark., 2013) %1.8
(1/56), saglikli uterus orneklerinden %21 (15/54) ve endometritis vakalarindan %25
(3/12) E. coli (Yilmaz ve ark., 2012), karkas 6rneklerinden L. monocytogenes %2.4
(3/125, Chaudhari ve ark., 2004), E. coli O157 %5.2 (8/153, Hazarika ve ark., 2004),
%9.5 (2/21, Islam ve ark., 2010), P. multocida %80 (16/20, Naz ve ark., 2012),
Aeromonas spp. %69.6 (16/23, Manna ve ark., 2013), E. coli %8.8 (22/250, Shekh ve
ark., 2013) E. coli O157:H7 %5.3 (2/38, Rahimi ve ark., 2012), %2 (3/150, Kshirsagar
ve ark., 2014) izole ve identifiye edilmistir.

Yapilan literatlir incelemesinde, manda digkilarindan Enterokok tiirlerinin
tespitine yonelik ¢alisma sayisinin ¢ok sinirlt oldugu goriilmektedir (Thamacharoensuk
ve ark., 2013; Katakweba ve ark., 2014). Diger yandan, yiiriitiilen ¢alismalar daha ¢ok

manda siitlerinden Enterokok tiirlerinin belirlenmesine yoneliktir (Coppola ve ark.,
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1988; Turanta ve ark., 1989; Villani ve ark., 1994; Teixeira ve ark., 1996; Andrighetto
ve ark., 2001; Gelsomino ve ark., 2001). Mandalarda yapilan caligmalarin simirl
kalmasinin belki de en Onemli nedenleri; mandalarin spesifik cografik bolgelerde
lokalize olmasi ve popiilasyonunun {ilkeden iilkeye degiskenlik gostermesinden

kaynaklanabilir.

Yaban  hayatindaki mandalarda gerceklestirilen  bir calismada
(Thamacharoensuk ve ark., 2013) incelenen 2 adet diski 6rneginden 1’inden (%50) E.
hirae izole edilmistir. Benzer bir arastirmada (Katakweba ve ark., 2014), 35 manda
diskisindan 23’1 (%65.7) Enterococcus faecium, 4’i (%11.4) E. hirae ve 2’si (%5.7) E.
faecalis olmak {iizere toplam 29 enterokok tiirii izole edilmistir. Izolatlarm 15°i
tetrasikline, 10’u sililfamataksasol+trimetoprime, 14’liniin eritromisine, 10’unun

gentamisine ve 12’sinin de ampisiline direncli oldugu bildirilmistir.

Yiksek lisans tez projesi kapsaminda gerceklestirilen bu arastirmada,
incelenen 1000 diski 6rneginin 100’inden (%10) E. faecalis, 92’sinden (%9.2) E.
faecium, 48’inden (%4.8) E. hirae ve 32’sinden (%3.2) da E. durans olmak {izere,
toplam 272 (%27.2) Enterokok izole ve identifiye edildi. Izole edilen suslar vankomisin
ve teikoplanine %2.9, trimetofrin-siilfamethaksole %3.7, ampisiline %S5.1, penisiline
%7.4, sefoperazone %8.8, basitrasine %15.4, streptomisine %19.9, amikasin ve
gentamisine %20.6, tetrasikline %26.5 ve eritromisine %33.8 oraninda direngli bulundu.
Izole edilen 272 Enterokok susunun 126’sinda (%46.3) iki ve daha fazla antibiyotige
direng tespit edilmesi, ¢ogul antibiyotik direngliligi agisindan Onemli olarak

degerlendirildi.

Manda digkilarindan enterokok tiirlerinin ayrintili olarak arastirildig: calismaya
rastlanilamadig i¢in proje kapsaminda bdlgemizdeki manda populasyonlarindan izole
edilen enterokok tiirleri ve izolasyon oranlar1 detayli olarak tartisitlamadi. Ancak,
konuyla ilgili bilgiye ulasilan iki literatiir (Thamacharoensuk ve ark., 2013; Katakweba
ve ark., 2014) verisindeki oranlarin, bu ¢alisma bulgularinda daha yiiksek oldugu
goriildi. Bu calismada manda digkilarimin  klinik  olarak saglikli  hayvan
populasyonlarindan elde edilmis olmasi, diger iki c¢aligma verileri ile farklilig1
aciklayabilir. Diger yandan caligmalarda kullanilan metot ve 6rnek toplanan cografik

bolge farkliliklar1 sonuglart etkileyebilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Antibiyotiklere direngli Enterokok kokenli hastane enfeksiyonlart giincelligini
korumaktadir. Bu a¢idan antibiyotiklere direncli diger bakterilerle miicadelede oldugu
gibi uygun koruma ve kontrol programlarinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.
Antibiyotiklere direngli enterokok tiirlerinin insanlara bulastirilmasinda, insanlarla
yakin temas halinde olan hayvanlar 6nemli rol oynamaktadir. Etkenlerde belirlenen
cogul antibiyotik direnclilikleri, sadece kendi aralarinda degil diger etkenlere de
direngliligin genetik olarak aktarilmasi, artan patojen Ozelliklerinin insan ve hayvan
sagligin1 yakindan ilgilendirmesi nedeniyle konu ile ilgili daha ayrintili ¢alismalarin

yapilmasini zorunlu hale getirmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile bolgemizde ilk kez Anadolu Mandalarina ait disk1
orneklerinde Enterokok tiirlerinin tespiti ve antibiyotik duyarlilik patternleri incelendi.
Bolgemizde yetistiriciligi yapilan mandalarda enterokok tiirlerinin dagilimi ve ¢esitliligi
ortaya konuldu. Diger hayvan tiirlerinde yapilan ¢alismalarda oldugu gibi baskin
Enterokok tiirlerin, E. faecalis ve E. faecium oldugu goriildii. Izolatlar arasinda en fazla
direngliligin eritromisin ve tetrasikline oldugu belirlendi. izole edilen 272 Enterokok
susunun 126’sinda (%46.3) iki ve daha fazla antibiyotige direng tespit edilmesi, ¢ogul
antibiyotik direngliligi acisindan Onemli olarak degerlendirildi. Daha ileri diizey
calismalar ile mandalardan izole edilen bakterilerin direng patternlerini ortaya

konulmasi gerektigi kanisina varildi.

29



KAYNAKLAR

Ahmadi M, Tokmechi A, Kazemnia A. Study of antimicrobial susceptibility and
plasmid analysis of Escherichia coli in Iran, Urmia. J Vet Res, 2008; 63(2):

25-29.

Andrighetto C, Knijff E, Lombardi A, Torriani S, Vancanneyt M, Kersters K, Swings J,
Dellaglio F. Phenotypic and genetic diversity of enterococci isolated from
Italian cheeses. J Dairy Res 2001; 68(2): 303-16.

Baloch H, Rind R, Kalhoro DH, Kalhoro AB. Study on the incidence of clinical mastitis
in buffaloes caused by bacterial species. Pak J Agri Agril Engg Vet Sci, 2011,
27(1): 83-93.

Basustaoglu A. Hayvan yemlerinde biiyiitme faktorii olarak kullanilan antibiyotiklerin
direng gelisimindeki rolii. Hastane Infeksiyonlar1 Dergisi, 2004; 8: 286-291.

Borriello G, Lucibelli MG, De Carlo E, Auriemma C, Cozza D, Ascione G,
Scognamiglio F, lovane G, Galiero G. Characterization of enterotoxigenic E.
coli (ETEC), Shiga-toxin producing E. coli (STEC) and necrotoxigenic E.
coli (NTEC) isolated from diarrhoeic Mediterranean water buffalo calves
(Bubalus bubalis). Res. Vet. Sci., 2012; 93: 18-22.

Boynukara B, Ekin IH, Aksakal A, Giilhan T. Insan, kdpek ve kedi diskilarindan
Enterokoklarin izolasyonu ve antibiyotiklere duyarliliklari. Veteriner
Hekimleri Mikrobiyoloji Dergisi, 2002; 2(1): 37-42.

Bozdogan B, Leclercq R. Effects of genes encoding resistance to streptoGramins A and
B on the activity of quinupristin-dalfopristin against Enterococcus faecium.
Antimicrob Agents Ch, 1999; 43(11): 2720-2725.

Chaudhari SP, Malik SVS, Chatlod LR, Barbuddh SB. Isolation of pathogenic Listeria
monocytogenes and detection of antibodies against phosphatidy linositol-
specific phospholipase C in buffaloes. Comp Immun Microbiol Infect Dis,
2004; 27: 141-148.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2011). Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing; twenty-first informational supplement
approved standard M100-S21. V 31, Wayne, PA PP: 76-79.

Coppola S, Parente E, Dumontet S, Lapeccerella A. The microflora of natural whey
cultures utilized as starters in the manufacture of Mozzarella Cheese from
water-buffalo milk Lait, 1988; 68(3): 295-3009.

Cetinkaya Y, Falk P, Mayhall CG. Vancomycin-resistant enterococci. Clin Microbiol
Rev, 2000; 13: 686-707.

30


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andrighetto%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11504393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Knijff%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11504393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lombardi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11504393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Torriani%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11504393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vancanneyt%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11504393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kersters%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11504393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Swings%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11504393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dellaglio%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11504393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=buffalo+milk+and+enterococci

Cetinkaya N, Geng¢ B, Salman M. Samsun ili manda yetistiriciligi. Erisim adresi: www.
samsunsempozyumu.org/Tam Metin Bildiriler. 2012, Aspx Erisim tarihi:
13.06.2012.

Ciftci A, Diker KS. The role of enterococcal virulence factors on experimental amyloid
arthropathy in chickens. FEBS J, 2009; 276: 305.

Ciftci A, Findik A, Ica A, Bas B, Onuk EE, Giingérdii S. Slime production and
antibiotic resistance of Enterococcus faecalis isolated from arthritis in
chickens. J Vet Med Sci, 2009; 71(6): 849-853.

Coleri A, Cokmiis C. Enterokok tiirlerinde glikopeptid grubu antibiyotiklere direncin
molekiiler mekanizmalar1 ve gen aktarim yollari. Tiirk Hijyen ve Deneysel
Biyoloji Dergisi, 2008; 65(2): 87-96.

Dalto AC, Bandarra PM, Pavarini SP, Boabaid FM, de Bitencourt APG, Gomes MP,
Chies J, Driemeier D, da Cruz CEF. Clinical and pathological insights into
Johne's disease in buffaloes. Trop Anim Health Prod, 2012; 44: 1899-1904.

Das PK, Joseph E. Identification and antibiogram of microbes associated with buffalo
mastitis in Jabalpur, Madhya Pradesh, India. Buffalo Bulletin, 2005; 24(1): 3-
9.

Domig KJ, Mayer HK, Kneifel W. Methods used for the isolation, enumeration,
characterisation and identification of Enterococcus spp 2. Pheno- and
genotypic criteria Int J Food Microbiol, 2003; 88: 165-188.

El Seedy FR, EI-Shabrawy M, Hakim AS, Syame SF, Osman NM. Advanced
techniques used for isolation and characterization of Staphylococcus aureus
isolated from mastitic buffaloes. Global Veterinaria, 2012; 8(2): 144-152.

Emborg HD, Andersen JS, Seyfarth AM, Wegener HC. Relations between the
consumption of antimicrobial growth promoters and the occurence of
resistance among Enterococcus faecium isolated from broilers. Epidemiol
Infect, 2003; 132: 95-105.

Enany ME, Riad EM, Wahdan A. Bacterial causes of pneumonia in buffalo calves.
SCVMJ, 2012; 17(2): 27-38.

Fisher K, Phillips C. The ecology, epidemiology and virulence of Enterococcus.
Microbiol, 2009; 155: 1749-1757.

Fosgate GT, Adesiyun AA, Hird DW, Hietala SK, Ryan J. Isolation of Brucella abortus
biovar 1 from cattle and water buffaloes on Trinidad. Vet Rec, 2002; 151:
272-273.

Frye JG, Jackson CR. Genetic mechanisms of antimicrobial resistance identified in
Salmonella enterica, Escherichia coli, and Enteroccocus spp isolated from
US food animals. Front Microbiol, 2013; 4: 135.

31



Galiero G, Conedera G, Alfano D, Caprioli A. Isolation of verocytotoxin-producing
Escherichia coli 0157 from water buffaloes (Bubalus bubalis) in southern
Italy. Vet Rec, 2005; 156: 382-383.

Gelsomino R, Vancanneyt M, Condon S, Swings J, Cogan TM. Enterococcal diversity
in the environment of an Irish Cheddar-type cheese making factory. Int J
Food Microbiol, 2001; 71(2): 177-188.

Giraffa G. Functionality of enterococci in dairy products. Int J Food Microbiol, 2003;
88: 215-222.

Giilhan T, Aksakal A, Ekin IH, Savasan S, Boynukara B. Virulence factors of
Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis strains isolated from human
and pets, Turk J Vet Anim Sci, 2006; 30: 477-482.

Giilhan T, Boynukara B, Durmus A, Kiziroglu I, Sancak YC. Enteric bacteria and some
pathogenic properties of Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium and
Escherichia coli strains isolated from wild ducks and gulls. Fresen Environ
Bull, 2012; 21(7): 1961-1966.

Giirler H. Mandalarda mastitis ve siit verimine etkisi. Lalahan Hay Aras Enst Derg,
2012; 52(2): 47-52.

Hazarika RA, Singh DK, Kapoor KN, Agarwal RK, Pandey AB, Rajkumar DN.
Detection and characterization of verotoxin producing Escherichia coli
(VTEC) isolated from buffalo meat. J Food Safety, 2004; 24: 281-290.

Hayes JR, English LL, Carr LE, Wagner DD, Joseph SW. Multiple-antibiotic resistance
of Enterococcus spp. isolated from commercial poultry production
environment. Appl Environ Microbiol, 2004; 70(10): 6005-6011.

Hum S, Slattery S, Love SCJ. Enteritis associated with Yersinia pseudotuberculosis
infection in a buffalo. Aust Vet J, 1997; 75(2): 95-97.

Islam MA, Mondol AS, de Boer E, Beumer RR, Zwietering MH, Talukder KA,
Heuvelink AE. Prevalence and genetic characterization of Shiga toxin-
producing Escherichia coli isolates from slaughtered animals in Bangladesh.
Appl Environ Microbiol, 2008; 74: 5414-5421.

Islam MA, Mondol AS, Azmi 1J, de Boer E, Beumer RR, Zwietering MH, Heuvelink
AE, Talukder KA. Occurrence and characterization of Shiga toxin—producing
Escherichia coli in raw meat, raw milk, and street vended juices in
Bangladesh. Foodborne Pathog Dis, 2010; 7(11): 1381-1385.

Jahan M, Holley RA. Transfer of antibiotic resistance from Enterococcus faecium of
fermented meat origin to Listeria monocytogenes and Listeria innocua.
Letters in Applied Microbiol, 2016; 62: 304-310.

Jha VC, Morita Y, Dhakal M, Besnet B, Sato T, Nagai A, Kato M, Kozawa K,
Yamamota S, Kimura H. Isolation of Mycobacterium spp. from milking
buffaloes and cattle in Nepal. J Vet Med Sci, 2007; 69(8): 819-825.

32



Karimkhani H, Zahraie Salehi T, Sadeghi Zali MH, Karimkhani M, Lameyi R. Isolation
of Pasteurella multocida from cows and buffaloes in Urmia’s Slaughter
House. Archives of Razi Institute 2011; 66(1): 37-41.

Katakweba AAS, Mpgller KS, Muumba J, Muhairwa AP, Damborg P. Rosenkrantz JT,
Minga UM, Mtambo MMA, Olsen JE. Antimicrobial resistance in faecal
samples from buffalo, wildebeest and zebra grazing together with and without
cattle in Tanzania. J Appl Microbiol, 2014; 118: 966-975.

Khan JA, Khan MS, Khan MA, Avais M, Magbool A, Salman M, ur Rehman Z.
Epidemiology of major bacterial and viral causes of diarrheoa in buffalo
calves in three districts of the Punjab Province of Pakistan. Pakistan J Zool
Suppl Ser, 2009; 9: 187-193.

Khianngam S, Tanasupawat S, Akaracharanya A, Kim KK, Lee KC, Lee JS. Cohnella
cellulosilytica sp. nov., isolated from buffalo faeces. Int J Syst Evol
Microbiol, 2012; 62: 1921-1925.

Klare I, Konstabel C, Badstubner D, Werner G, Witte W. Occurrence and spread of
antibiotic resistances in Enterococcus faecium. Int J Food Microbiol, 2003;
88: 269-290.

Kojima A, Morioka A, Kijima M, Ishihara K, Asai T, Fujisawa T, Tamura Y, Takahashi
T. Classification and antimicrobial susceptibilities of Enterococcus species
isolated from apparently healthy food-producing animals in Japan. Zoonoses
Public Hlth, 2010; 57: 137-141.

Kshirsagar DP, Sinha N, Brahmbhatt MN, Nayak JB. Detection of potentially
pathogenic E. coli O157H7 in buffalo meat samples by conventional and
molecular methods. Int J Livest Res, 2014; 4(2): 27-32.

Kushwaha RB, Amarpal H, Aithal P, Kinjavdekar P, Rathore R. Bacterial isolation and
antibiotic sensitivity test from urine of buffalo calves (Bubalus bubalis)
affected with urethral obstruction. Buffalo Bull, 2012; 31(2): 71-73.

Lemcke R, Biilte M. Occurrence of the vancomycin-resistant genes vanA, vanB, vanC1,
vanC2 and vanC3 in Enterococcus strains isolated from poultry and pork. Int
J Food Microbiol, 2000; 60: 185-194.

Lopez M, Saenz Y, Martinez MJA, Marco F, Robredo B, Bezares BR, Larrea FR,
Zarazaga M, Torres C. Tn1546 structers and multilocus sequence typing of
vanA-containing enterococci of animal, human and food origin. J Antimicrob
Chemoth, 2010; 65: 1570-1575.

Lukasova J, Sustackova A. Enterococci and antibiotic resistance. Acta Veterinaria Brno,
2003; 72(2): 315-323.

Lye YL, Afsah-Hejri L,Chang WS, Loo Y'Y, Puspanadan S, Kuan CH, Goh SG, Shahril
N, Rukayadi Y, Khatib A, John YHT, Nishibuchi M, Nakaguchi Y, Son R.
Risk of Escherichia coli O157:H7 transmission linked to the consumption of
raw milk. Int Food Res J, 2013; 20(2): 1001-1005.

33



Mahanti A, Samanta |, Bandopaddhay S, Joardar SN, Dutta TK, Batabyal S, Sar TK,
Isore DP. Isolation, molecular characterization and antibiotic resistance of
Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) from buffalo in India. Lett
Appl Microbiol, 2013; 56: 291-298.

Mahanti A, Samanta |, Bandopaddhay S, Joardar SN, Dutta TK, Sar TK. Isolation,
molecular characterization and antibiotic resistance of Enterotoxigenic E. coli
(ETEC) and Necrotoxigenic E. coli (NTEC) from healthy water buffalo. Vet
Arhiv, 2014; 84(3): 241-250.

Manna SK, Maurye P, Dutta C, Samanta G. Occurrence and virulence characteristics of
Aeromonas species in meat, milk and fish in India. J Food Safety, 2013; 33:
461-469.

Marianelli C, Tarantino M, Astarita S, Martucciello A, Capuano F, Galiero G.
Molecular detection of Leptospira species in aborted fetuses of water buffalo.
Vet Rec, 2007; 161: 310-312.

Marothi YA, Agrihotri H, Dubey D. Enterococcal resistance - an overview. Indian J
Med Microbiol, 2005; 23: 214-219.

Moreno MRF, Sarantinopoulos P, Tsakalidou E, De Vuyst L. The role and application
of enterococci in food and health. Int J Food Microbiol, 2006; 106: 1-24.

Murray BE. Diversity among multidrug-resistant enterococci. Emerg Infect Dis, 1998;
4: 37-47.

Naag D, Swamy M, Shrivastav AB. Detection of verotoxin producing strain of E. coli in
buffalo calves. Buffalo Bulletin, 2015; 34(2): 227-229.

Naz S, Hanif A, Magbool A, Ahmed S, Muhammand K. Isolation, characterization and
monitoring of antibiotic resistance in Pasteurella multocida isolates from
buffalo (Bubalus bubalis) herds around Lahore. J Anim Plant Sci, 2012;
22(3): 242-245.

Nizza S, Mallardo K, Marullo A, lovane V, De Martino L, Pagnini U. Antibiotic
susceptibility of haemolytic E. coli strains isolated from diarrhoeic faeces of
buffalo calves. Ital J Anim Sci, 2010; 9:e26: 134-136.

Olsen RH, Schenheyder HC, Christensen H, Bisgaard M. Enterococcus faecalis of
human and poultry origin share virulence genes supporting the zoonotic
potential of E. faecalis. Zoonoses Public HIth, 2012; 59: 256-263.

Pamuk S, Yildirnm Y, Seker E, Giirler Z, Kara R. A survey of the occurrence and
properties of methicillin resistant Staphylococcus aureus and methicillin-
resistant Staphylococcus intermedius in water buffalo milk and dairy products
in Turkey. Int J Dairy Technol, 2012; 65(3): 416-422.

Paul SK, Khan MSR, Rashid MA, Hassan J, Mahmud SMS. Isolation and
characterization of Escherichia coli from buffalo calves in some selected
areas of Bangladesh. Bangl J Vet Med, 2010; 8(1): 23-26.

34



Piva S, Serraino A, Florio D, Giacometti F, Pasquali F, Manfreda G, Zanoni RG.
Isolation of Arcobacter species in water buffaloes (Bubalus bubalis).
Foodborne Pathog Dis, 2013; 10(5): 475-477.

Rahimi E. Prevalence and virulence genes of Escherichia coli O157:H7/NM isolated
from the feces of water buffaloes, camels, cattle, sheep and goats in Iran.
Philipp J Vet Med, 2012; 49(2): 96-102.

Rahimi E, Kheirabadi EK. Detection of Helicobacter pylori in bovine, buffalo, camel,
ovine, and caprine milk in Iran. Foodborne Pathog Dis, 2012; 9(5): 453-456.

Rahimi E, Kazemeini HR, Salajegheh M. Escherichia coli O157:H7/NM prevalence in
raw beef, camel, sheep, goat, and water buffalo meat in Fars and Khuzestan
provinces, Iran. Vet Res For, 2012; 3(1): 13-17.

Rahimi E, Momtaz H, Behzadnia A, Baghbadorani ZT. Incidence of Listeria species in
bovine, ovine, caprine, camel and water buffalo milk using cultural method
and the PCR assay. Asian Pac J Trop Dis, 2014; 4(1): 50-53.

Raponi G, Ghezzi MC, Gherardi G, Lorino G, Dicuonzo G. Analysis of methods
commonly used for glycopeptide and oxazolidinone susceptibility testing in
Enterococcus faecium isolates. J Med Microbiol, 2010; 59(6): 672-678.

Rehman MU, Rashid M, Sheikh JA, Bhat MA. Molecular epidemiology and antibiotic
resistance pattern of Enteropathogenic Escherichia coli isolated from bovines
and their handlers in Jammu, India. J Adv Vet Anim Res, 2014; 1(4): 177-
181.

Sariozkan S. Tirkiye'de manda yetistiriciliginin 6nemi. Kafkas Univ Vet Fak Derg,
2011; 17: 163-166.

Serraino A, Florio D, Giacometti F, Piva S, Mion D, Zanoni RG. Presence of
Campylobacter and Arcobacter species in in-line milk filters of farms
authorized to produce and sell raw milk and of a water buffalo dairy farm in
Italy. J Dairy Sci, 2012; 96: 2801-2807.

Sharifi Y, Hasani A, Ghotaslou R, Naghili B, Aghazadeh M, Milani M, Bazmani A.
Virulence and antimicrobial resistance in enterococci isolated from urinary
tract infections. Adv Pharm Bull, 2013; 3(1): 197-201.

Shekh CS, Deshmukh VV, Waghamare RN, Markandeya NM, Vaidya MS. Isolation of
pathogenic E. coli from buffalo meat sold in Parbhani city, Maharashtra,
India, Vet World, 2013; 6(5): 277-279.

Smith PF, Booker BM, Ogundele AB, Kelchin P. Comparative in vitro activities of
daptomycin, linezolid, and quinupristin/dalfopristin against Gram-positive
bacterial isolates from a large cancer center. Diagn Microbiol Infec Dis,
2005; 52(3): 255-2509.

35



Sun J, Sundsfjord A, Song X. Enterococcus faecalis from patients with chronic
periodontitis: virulence and antimicrobial resistance traits and determinants.
Eur J Clin Microbiol Infect Dis, 2012; 31: 267-272.

Seker E, Yardimci H. First isolation of Escherichia coli 0157:H7 from faecal and milk
specimens from Anatolian water buffaloes (Bubalus bubalus) in Turkey. J S
Afr Vet Assoc, 2008; 79: 167-170.

Seker E, Yardimci H. The aerobic bacterial flora of the nasal cavity in healthy
Anatolian water buffalo calves. Ankara Univ Vet Fak Derg, 2010; 57: 65-67.

Teixeira LM, Merquior WLC, Vianni MCE, Carvalho MGS, Fracalanzza SEL,
Steigerwalt AG, Brenner DJ, Facklam RR. Phenotypic and genotypic
characterization of atypical Lactococcus gawieae strains isolated from water
buffalos with subclinical mastitis and confirmation of L. gawieae as a senior
subjective synonym of Enterococcus seriolicida. Int J Syst Bacteriol, 1996;
46(3): 664-668.

Tendolkar PM, Baghdayan AS, Gilmore MS, Shankar N. Enterococcal surface protein,
esp, enhances biofilm formation by Enterococcus faecalis. Infect Immun,
2004; 72: 6032-6039.

Thamacharoensuk T, Thongchul N, Taweechotipatr M, Tolieng V, Kodama K,
Tanasupawat S. Screening and characterization of lactic acid bacteria from
animal faeces for probiotic properties. Thai J Vet Med, 2013; 43(4): 541-551.

Turanta F, Unluturk A, Goktan D. Microbiological and compositional status of Turkish
white cheese. Inter J Food Microbiol, 1989; 8(1): 19-24.

Villani F, Coppola S. Selection of enterococcal strains for water-buffalo Mozzarella
cheese manufacture. Ann Microbiol Enzimol, 1994; 44: 97-105.

Vu-Khac H, Cornick NA. Prevalence and genetic profiles of Shiga toxin-producing
Escherichia coli strains isolated from buffaloes, cattle, and goats in central
Vietnam. Vet Microbiol, 2008; 126: 356-363.

Whitman WB, Goodfellow M, Kémpfer P, Busse HJ, Trujillo ME, Ludwig W, Suzuki
KI. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2nd ed, vol 5, parts A and
B, Springer-Verlag, New York, NY. 2012.

Wolter N, Smith AM, Farrell DJ, Schaffner W, Moore M, Whitney CG, Jorgensen JH,
Klugman KP. Novel mechanism of resistance to oxazolidinones, macrolides,
and chloramphenicol in ribosomal protein L4 of the Pneumococcus.
Antimicrob Agents Ch, 2005; 4: 3554-3557.

Yaghobzadeh N, Ownagh A, Mardani K, Khalili M. Prevalence, molecular
characterization and serology of Shiga toxin producing Escherichia coli
isolated from buffaloes in West Azerbaijan, Iran. Int J Vet Res, 2011; 5(2):
113-117.

36



Yesilmen S, Vural A, Erkan ME, Yildinm IH. Prevalence and antimicrobial
susceptibility of Arcobacter species in cow milk, water buffalo milk and fresh
village cheese. Int J Food Microbiol, 2014; 188: 11-14.

Yilmaz O, Kuyucuoglu Y, Sevimli A, Yazic1 E, Ugar M. Uterine microbiology and
histopathology in repeat breeder Anatolian Water Buffaloes: An abattoir
study. Kafkas Univ Vet Fak Derg, 2012; 18(5): 791-798.

Zirakzadeh A, Patel R. Vancomycin-resistant enterococci: colonization, infection,
detection, and treatment. Mayo Clin Proc, 2006; 81: 529-536.

37



OZGECMIS

Adi1 Soyadi: Sezen AK

Dogum Yeri: Altindag / ANKARA

Dogum Tarihi: 13.06.1987

Medeni Hali: Evli

Bildigi Yabanci Diller: Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil): Lisans, Erciyes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi /
2010

Calistign Kurum/Kurumlar ve Yil: Bafra Ilge Gida Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigii /
2013 -...

E-posta: sezenbaysan@hotmail.com

38



